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方法が考案されている。本研究では、そのような方法の 1 つである GABAA受容体の阻害に
よって抑制性神経の活動を減弱させる脱抑制てんかんモデルを用いて、海馬におけるてん
かんとアセチルコリン受容体活性化の影響について研究を行った。背景として、海馬スライ





















え、CA3 リカレント線維における pEPSP を測定し、アセチルコリン受容体の活性化により
pEPSP が減少することを明らかにした。また、てんかん様発火とカルバコール誘導振動の
































































内側部（扁桃体、海馬傍回、海馬前方 2/3）の切除術を受けた H.M 氏が重度の順向性健忘






































役型受容体である。ムスカリン性アセチルコリン受容体には M1-M5 の 5 つのサブタイプが
知られている。細胞内セカンドメッセンジャー経路は GTP 結合タンパク質を介しており、
M1、M3、M5 サブタイプにおけるシグナル伝達は Gq ファミリーG タンパク質を介して起
こり、イノシトール 1,4,5-3 リン酸（IP3）とジアシルグリセロール（DG）を生成する。生









（4-8 Hz）、α波（8-13 Hz）、β波（13-35 Hz）、γ波（> 35 Hz）などが知られており、そ
れぞれの脳波はヒトの行動や精神状態と高い相関を示す。げっ歯類の海馬では、θ波（4-12 





















































































state）には interictal 波と呼ばれる周期的な脳波が見られ、発作（ictus）時には ictal 波と










PDS）と呼ばれる大きな持続する脱分極が観察される[23]。これは giant EPSP と呼ばれる


















































































人工脳脊髄液（Artificial Cerebrospinal Fluid；ACSF）を使用した。ACSF の組成は以下
のとおりである。 






験には、オスの Wistar ラット（3～5 週齢、80-200 g）を用いた。ジエチルエーテルによる
吸引麻酔後に心臓かん流を行い、速やかに開頭して脳を摘出した。摘出後、脳は 95%O2-
5%CO2混合ガスを通気し氷冷した ACSF 中に保存し十分に冷却した。冷却した脳を左右半
球に分離し、海馬を含む直方体にトリミングしてマイクロスライサー（堂坂 EM 社製 
D.S.K Microslicer Zero-1）を用いてスライスを行った。海馬の長軸方向と垂直になるよう
な厚さ約 450 m の海馬スライス標本を作製した。作製したスライス標本は、95%O2-5%CO2






33.5 ± 1℃に保った ACSF で常時灌流された。ACSF の灌流はマイクロチューブポンプ





          図２－１ 実験チャンバー 
第3節 電場電位記録及び刺激 








事で活動電位を誘発して刺激誘発性の pEPSP を記録した。刺激の強さは pEPSP の振幅が
最大振幅の 50~60%となるよう、60~300 A に設定した。刺激パルスの持続時間は 100 msec
とした。各濃度のカルバコール投与（20 分間）の最終 6 分間で、60 秒ごとに刺激を行った。
伝播速度計測のための 2 点同時記録では、約 1 mm の間隔で図 2-2（下段）に示した CA3a






層における 2 点記録（下段）の電極配置を示す。青が記録電極、赤が刺激電極を示す。 
 
てんかん波及びカルバコール誘導振動の記録には記録電極から得られた電気信号は増幅
器（Cygnus Technology 社製、ER-1 Extracelluar Amplifier）を用いて 1000 倍に増幅し、





いては 1 Hz のハイパスフィルタ及び 30 kHz のローパスフィルタを通した。DIGIDATA 
1322A（AXSON Instruments）を介して、データ測定ソフトウェアとして pClamp10.0
（AXSON Instruments）を用いて、てんかん波及びカルバコール誘導振動の記録はサンプ
リング周波数 1 kHz でコンピュータに取り込んだ。また pEPSP の記録についてはサンプ

















正の peak から負の peak で解析した（図 2-4：上段）。高濃度カルバコールにより図 2-4
（下段）のような間欠的に現れる持続的振動が誘導される。本論文で“バースト”という用
語を用いる場合はこの持続的振動を指すものとし、集合スパイク（population spike; PS）
が 5 PS/1 sec 以上である細胞外電位振動をバーストと定義する。〇で囲んだような 1 つの
バーストは 10 sec 程度持続するが、バースト開始後約 2000 msec で周波数は定常状態とな
るため、安定した周波数を観察できる 2000～3000 msec 後の 1000 msec 間を周波数解析の
範囲とした。この範囲を用いて高速フーリエ変換により個々のバースト内のピーク周波数















射）に続く立ち下がりの 1 msec 間を最小二乗直線で近似して pEPSP の傾きとし、この傾












解析において、相対値はカルバコール投与前 5 分の記録で得られた平均値を 1 として、
各濃度のカルバコール投与後 15～20 分の平均値を相対比として示した。 
伝播速度の計算のため、CA3a 及び CA3b の 2 点記録のデータについて、100 msec 間の
相互相関解析を行った。ベースラインから相互相関ピークまでの時間差を⊿lag とし、 


























な周期的なてんかん様発火（interital 様発火）が誘導された（図 3-1 上段）。ピクロトキ
シン投与 30 分後のてんかん様発火の平均周波数は 0.06 ± 0.01 （平均値±標準平均誤差）




















ール 1、5、10 存在下における相対値を図 3-2 に示した。周波数は各々2.82 ± 0.15、
7.62 ± 0.85 及び 10.02 ± 0.97 であり、振幅は各々0.85 ± 0.07、0.70 ± 0.06 及び 0.42 




カルバコール 1 ~10 投与時に、てんかん様発火の周波数の増加（左）及び振幅の減少





細胞外電位振動すなわち間欠的に生じ 10 sec 程度持続するバーストを誘導した。カルバコ
ール 10 の投与下では、スライス 5 枚中 3 枚でてんかん様発火の間にバーストが時折現
れた。カルバコール濃度を 30 まで上昇させると、このバーストはてんかん様発火と完
全に置き換わった（図 3-1、n=5）。 
 カルバコールにより誘導されたバーストについて解析を行ったところ、カルバコール 10 
で発生したバーストの平均周波数は、 ± 1.10 Hz（n=3）でθ周波数帯域に属する
神経振動であった。一方、カルバコール 30 投与時のバーストの平均周波数、振幅及び持
続時間は各々15.50 ± 0.75 Hz、1.38 ± 0.25 mV 及び 9.91 ± 0.77 sec（n=5）であった。








































図３－４ CA3 再帰性神経シナプスにおけるカルバコールの pEPSP への作用 
ピクロトキシン誘導てんかん様発火の存在下で刺激により誘発された pEPSP（上段左）及
びカルバコール投与による pEPSP の変化を示す。立ち下がり（白矢印）部分の傾きを解析
した。黒矢印は刺激のアーチファクトを示す。スケールバー；2 msec、0.5 mV。 
 
カルバコール投与前の pEPSP の傾きを 1 とした相対的な傾きは、カルバコール 1、5、10
39 
 
及び 30 M 存在下で各々0.597 ± 0.032、0.412 ± 0.017、0.289 ± 0.013 及び 0.135 ± 
0.009 であり、すべての濃度において有意な減少が認められた。pEPSP の傾きの減少はカ
ルバコールのウォッシュアウトによって 0.680± 0.021 まで回復した（n=6）。 
 
 
図３－５ pEPSP 傾きのカルバコール濃度依存的な減少 











コリン受容体阻害薬であるアトロピン（30 M）を 10 分投与した。その後カルバコールを
投与したところ、カルバコール投与下で見られたてんかん様発火の周波数の増加及び振幅
の減少は阻害された。周波数及び振幅は多少の増加が見られたものの、いずれの濃度におい
ても有意差はなかった。また、アトロピン存在下で、カルバコールは 10 M 以上の濃度で
もθ振動またはβ振動を誘導しなかった。アトロピン存在下でのてんかん様発火の相対周
波数は、カルバコール 1、5、10 及び 30 M で各々0.97 ± 0.05、1.11 ± 0.07、1.15 ± 0.09
及び 1.19 ± 0.06 であり、相対振幅は各々1.07 ± 0.06、1.09 ± 0.06、1.11 ± 0.06 及び 1.14 














図３－８ pEPSP へのカルバコールの作用に対するアトロピンの影響 
 






波数を増加させ、振幅を減少させた。カルバコール 1、5 及び 10 での相対周波数は各々
2.13 ± 0.05、4.20 ± 0.23 及び 8.54 ± 0.69 であり、相対振幅は各々0.96 ± 0.05、0.85
± 0.06 及び 0.50 ± 0.03 であった。周波数については 1、5 及び 10 で有意な増加が見
られ、振幅については、5 及び 10 で有意な減少が見られた。
 
図３－１０ てんかん様発火へのカルバコールの作用に対する D-ツボクラリンの影響 





*p < 0.05、***p < 0.01 (ANOVA with post-hoc Schefe’s test)、n=7 
 
また D-ツボクラリン存在下で、カルバコールは pEPSP を濃度依存的に減少させ、すべて
の濃度で pEPSP の傾きの有意な減少が認められた。相対的な pEPSP の傾きはカルバコー
ル 1、5、10 及び 30 M で各々0.587 ± 0.035、0.570 ± 0.042、0.289 ± 0.043 及び 0.321 





図 ３－１２ pEPSP に対するカルバコールの作用に対する D-ツボクラリンの影響 





図 ３－１３ D-ツボクラリン投与実験における pEPSP 傾きの解析 










において、伝播の速度及び傾向を調べるため、CA3a 領域と CA3b 領域の 2 点同時記録を行
い、てんかん様発火とβ振動で比較を行った。図 3-14 に両者の図を示す。 
 2 点間の相互相関解析により、てんかん様発火及びβ振動のいずれもピーク値は time 0
にはなく、time 0 からの時間差があることが示された。また、両波形はいずれも CA3b の
波形が CA3a に先行しており（図 3-14）相互相関解析におけるピークが負にあった。⊿lag






図３－１４ てんかん様発火及びβ振動の 2 点記録 
































度（概ね 10 M まで）のカルバコール投与は、てんかん様発火の周波数を増加させ振幅を
減少させることが明らかになった（図 3-1、図 3-2）。カルバコール 10 M ではてんかん様








































るようになるということが考えられる。第 7 節においてモデル図を示す。 
 
第3節  カルバコール誘導振動に関する検討 
 ピクロトキシンによりてんかん様発火を誘導した海馬スライスにおいて、カルバコール





















 カルバコール誘導振動の特性に関する Williams と Kauer の報告において、海馬スライ




振動は、最初に誘導された Interictal 波とは大きく異なっていた。Interictal 波の持続時間
について明確に定まった基準はないが、250 msec 以下のように定義されることが多い



































































体、M3 受容体及び M4 受容体が関与することが分かっており[34]、β振動によるてんかん
様発火抑制には少なくともこれらのサブタイプの関与があるのではないかと考えられる。 
 
第6節 てんかん様発火とカルバコール誘導β振動の比較 －2点測定－ 
 β振動の伝播速度は、てんかん様発火と比較して有意に遅かった。海馬及び新皮質のスラ
イスで、脱抑制モデルてんかんにおいて興奮性シナプス伝達の抑制がてんかん様発火の伝
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